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Цель – оценить изменения некоторых биохимических показателей окислительного стресса и антиоксидантных 
механизмов организма при экспериментальном циррозе печени у крыс, а также влияние курса озонотерапии на 
баланс этих показателей при экспериментальном циррозе печени.
Материал и методы. В качестве объекта использовались белые крысы-самцы линии Вистар (n=15). После модели-
рования цирроза печени (по авторской методике) крысам экспериментальной группы проводился курс озонотера-
пии. Затем животных выводили из эксперимента и изучали маркеры окислительного стресса и антиоксидантных 
механизмов в сыворотке крови и ткани печени.
Результаты. При экспериментальном циррозе печени у крыс наблюдается статистически значимое повышение по-
казателей маркеров окислительного стресса и снижение активности антиоксидантных ферментов по сравнению 
с нормальными показателями (p=0,009). Курс озонотерапии при экспериментальном циррозе печени приводит к 
статистически значимому снижению большинства показателей окислительного стресса (p=0,009) и повышению 
активности антиоксидантных ферментов и некоторых неферментативных антиоксидантных механизмов (p=0,016 
для концентрации протеиновых сульфгидрильных групп в ткани печени и p=0,009 для остальных показателей) по 
сравнению с животными контрольной группы (с циррозом печени без терапевтических воздействий).
Заключение. При экспериментальном циррозе печени наблюдается статистически значимое повышение показате-
лей окислительных процессов и снижение активности антиоксидантных ферментов по сравнению с нормальны-
ми показателями. Курс озонотерапии при экспериментальном циррозе печени имеет положительное влияние на 
дисбаланс окислительных и антиоксидантных процессов, что проявляется статистически значимым снижением 
уровня большинства исследованных маркеров окислительного стресса и повышением активности антиоксидант-
ных ферментов. 
Ключевые слова: цирроз печени, озонотерапия, окислительный стресс, антиоксидантные процессы и механиз-
мы, маркеры.
Abstract.
Objectives. To estimate the changes of some biochemical indices of oxidative stress and antioxidant mechanisms in rats 
with experimental liver cirrhosis and also to evaluate an effect of the course of ozonotherapy on the balance of these 
indicators in experimental liver cirrhosis.
Material and methods. White male rats of the line Wistar (n=15) served as an object of this research. After modelling liver 
cirrhosis (by our own technique) a course of ozonotherapy was provided to the rats of the experimental group. Then the 
animals were taken from the experiment and the markers of oxidative stress and antioxidant mechanisms in the blood 
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serum and liver samples were studied and compared to those of the control animals.
Results. A statistically significant increase of the oxidative stress indices and a decrease in the activity of antioxidant 
enzymes compared to normal indicators (p=0,009) are observed in rats with experimental liver cirrhosis. The course of 
ozonotherapy in experimental liver cirrhosis leads to the statistically significant decrease of the majority of the oxidative 
stress markers (p=0,009) and the increase in the activity of antioxidant enzymes and some non-enzymatic antioxidant 
mechanisms (p=0,016 for the concentration of protein sulfhydryl groups in the liver tissue and p=0,009 for other indices) 
in comparison with the control group animals (with liver cirrhosis without any therapeutic influence).
Conclusions. Liver cirrhosis is accompanied by the statistically significant increase of oxidative processes indices and the 
decreased  activity of antioxidant enzymes in comparison with the norm. The course of ozonotherapy has a positive effect 
on the imbalance between oxidative and antioxidant processes, which is proved by the statistically significant decrease of 
the majority of the studied oxidative processes markers and the increase of antioxidant enzymes activity.
Key words: liver cirrhosis, ozonotherapy, oxidative stress, antioxidant processes and mechanisms, markers.
Цирроз печени и его осложнения остаются 
важной медицинской и социальной проблемой. В 
экономически развитых странах цирроз входит в 
число шести основных причин смерти пациентов 
от 35 до 60 лет, составляя 14-30 случаев на 100 
тыс. населения. Ежегодно в США от цирроза пе-
чени умирает около 35 тысяч человек [1], в Рос-
сийской Федерации – около 50 тысяч человек [2]. 
Цирроз печени является причиной 85-95% ле-
тальных исходов при хронических заболеваниях 
печени, а также наиболее частой причиной смер-
ти пациентов среди неопухолевых заболеваний 
органов желудочно-кишечного тракта [3].
В нескольких исследованиях in vivo и in 
vitro было показано, что оксидативный стресс и 
связанное с ним поражение печени могут высту-
пать как один из механизмов патогенеза при цир-
розе и других хронических заболеваниях печени 
[4, 5]. Также отмечено, что усиление перекисно-
го окисления липидов, которое наблюдается при 
хронических заболеваниях печени, не сопрово-
ждается адекватным повышением активности 
ферментов антиоксидантной системы, таких как 
супероксиддисмутаза, глутатионпероксидаза и 
др. [6]. Учитывая вышесказанное, патогенетиче-
ски обоснованным является назначение средств 
для коррекции дисбаланса окислительных и ан-
тиоксидантных процессов при циррозе печени. В 
качестве такого средства может выступать меди-
цинский озон. 
Медицинский озон – это озонокислородная 
смесь, состоящая из 0,05-10% озона и 99,95-90% 
чистого кислорода, получаемая из сверхчистого 
кислорода путем его разложения в слабом элек-
трическом разряде. Ключевым моментом в озо-
нотерапии является парентеральное применение 
малых доз озона, так как озон в больших концен-
трациях является токсичным и проявляет себя 
как мощный окислитель [7, 8].
В настоящее время признано, что окисли-
тельное повреждение различных макромолекул, 
составляющих структурную основу всех жи-
вых организмов (нуклеиновых кислот, белков, 
липидов), – это основное проявление так назы-
ваемого окислительного стресса. За последние 
десятилетия необычайно усилилось внимание к 
свободным радикалам как к высокоактивным и 
за счёт этого деструктивным молекулам, которые 
имеют важное значение для сохранения здоро-
вья человека и для развития у него заболеваний. 
Учитывая биологическую роль молекулярного 
кислорода, первостепенное значение в изуче-
нии влияния в настоящее время отдаётся самому 
молекулярному кислороду и его разнообразным 
высокоактивным производным, объединяемым 
в понятие «активные формы кислорода» (АФК). 
Живые организмы подвергаются зачастую токси-
ческому воздействию самых разнообразных АФК 
как экзо-, так и эндогенного происхождения. Но 
иногда подобное токсическое действие АФК име-
ет благотворное влияние на живые организмы. 
Например, в терапевтических целях используются 
гипербарическая оксигенация и озонирование [9].
Так как при озонотерапии в организм по-
падают активные формы кислорода, то очень 
важным является рассмотрение вопроса влияния 
озона на индукцию прооксидантных процессов. 
В многочисленных исследованиях показано, 
что терапевтические дозы озона стимулируют 
антиоксидантную систему и, в конечном итоге, 
уменьшают интенсивность свободно-радикаль-
ных процессов [10, 11]. Обсуждая механизм тако-
го действия медицинского озона, можно сказать, 
что под влиянием озонотерапии сперва происхо-
дит определённая активация свободнорадикаль-
ного окисления. Это объясняется тем, что при 
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внутривенных капельных инфузиях озонирован-
ного изотонического раствора хлорида натрия в 
организм вводятся озон, кислород и свободные 
радикалы. При этом быстро запускается антиок-
сидантная система защиты, которую озон, види-
мо, опосредованно стимулирует. Предполагается, 
что антиоксидантная система в данном случае 
работает на стадии активации процессов пере-
кисного окисления липидов (ПОЛ), препятствуя 
образованию и накоплению продуктов ПОЛ (в 
частности малонового диальдегида) [12]. Про-
никая внутрь клеток, озон связывается с содер-
жащимися там полиненасыщенными жирными 
кислотами и образует биологически активные 
озониды. Последние активируют деятельность 
собственной глутатионовой системы, которая, в 
свою очередь, обладает мощным антиоксидант-
ным эффектом [13, 14].
Таким образом, один из основных меха-
низмов терапевтического действия медицинского 
озона – это восстановление динамического равно-
весия между ПОЛ и антиоксидантной системой 
защиты организма. Кроме того, озонотерапия как 
лечебный метод обладает различными метабо-
лическими эффектами и точками приложения в 
организме, что было подтверждено рядом иссле-
дований [15]. Применение медицинского озона 
активирует макрофагальную защиту и способ-
ствует индукции цитокинов [16], положительно 
влияет на микроциркуляцию [17].
Целью нашего исследования являлись 
оценка изменений некоторых биохимических 
показателей окислительного стресса и антиокси-
дантных механизмов организма при эксперимен-
тальном циррозе печени у крыс, а также оценка 
влияния курса озонотерапии на баланс этих пока-
зателей при экспериментальном циррозе печени.
Материал и методы
Для оценки влияния озонотерапии на по-
казатели прооксидантной и антиоксидантной си-
стем организма при экспериментальном циррозе 
печени использовались белые крысы-самцы ли-
нии Вистар (n=15). 
Экспериментальные исследования про-
водились в соответствии с приказом Минвуза 
СССР №742 от 13 ноября 1984 г. «Об утвержде-
нии правил работ с использованием эксперимен-
тальных животных», Конвенцией по защите жи-
вотных, используемых в эксперименте и  других 
научных целях, принятой Советом Европы в 1986 
году, согласно «Положению о порядке использо-
вания лабораторных животных в научно-иссле-
довательских работах и педагогическом процессе 
Гомельского государственного медицинского ин-
ститута и мерах по реализации требований био-
медицинской этики», утвержденному Ученым 
Советом ГГМУ №54-А от 23.05.2002 года, и тре-
бованиями, регламентирующими работу с экспе-
риментальными животными.
Для формирования цирроза печени у крыс 
использовалась собственная токсико-алиментар-
ная модель. Суть модели заключалась в следую-
щем: крысам в течение 8 недель внутрибрюшин-
но вводили 50% раствор CCl4 в оливковом масле 
из расчета 0,5 мл/кг массы тела два раза в неделю 
и раствор тиоацетамида из расчета 100 мг/кг один 
раз в неделю. Кроме того, ежесуточно с кормом 
животным вводили 5 г топленого свиного сала, 
а также добавляли к питьевой воде 5% раствора 
этилового спирта. Способ обеспечивает повыше-
ние воспроизводимости цирроза печени, сокра-
щение времени моделирования, достижение бо-
лее стойкого результата с меньшей обратимостью 
развившихся патологических изменений в пече-
ни. На данную модель получен положительный 
результат предварительной экспертизы по заявке 
на выдачу патента Республики Беларусь на изо-
бретение № а 20160406 от 20.11.2016.
Экспериментальных животных разделили 
на 3 группы: две контрольные и одну экспери-
ментальную (табл. 1). Моделирование цирроза 
печени проводили крысам групп 2 и 3.
Озонотерапия проводилась путем внутри-
брюшинного введения стерильного озонирован-
ного физиологического раствора (0,9% раствор 
натрия хлорида). ОФР получали путем барботи-
рования стерильного физиологического раствора 
озонокислородной смесью с концентрацией озона 
на выходе из озонатора от 1 до 10 мг/л. Озониро-
вание проводили на медицинской озонотерапевти-
ческой установке УОТА-60-01 «Медозон» (ООО 
«фирма МЕДОЗОН», Россия). В нашем исследо-
вании использовался ОФР в концентрации 5 мг/л. 
После озонирования полученный раствор вводили 
крысам путем внутрибрюшинной инъекции ин-
сулиновым шприцем под кратковременным ма-
сочным наркозом. Вводили ОФР из расчета 5 мкг 
озона на кг массы тела животного. Озонотерапию 
проводили курсом из 5 процедур, которые выпол-
няли ежедневно в одно и то же время.
Животные выводились из эксперимента де-
капитацией в одинаковые сроки: на следующий 
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день после последнего сеанса озонотерапии для 
крыс группы 3.
Объектом для лабораторных методов диа-
гностики являлись сыворотка крови и образцы 
печени. После выведения животных из экспери-
мента кровь собирали в одноразовые полипропи-
леновые пробирки (SARSTEDT) и выдерживали 
при 4°С в течение 1 ч. Сыворотку крови получали 
центрифугированием (2000g, 20 мин., 4°С), по-
мещали в микропробирки (Eppendorf) и хранили 
(-80°С) до использования.
В сыворотке крови определялись следую-
щие показатели: концентрация ТБК-активных 
продуктов (Thiobarbituric acid reactive substances, 
TBARS) [18], конечных продуктов окисления 
белков (advanced oxidation protein products, AOPP) 
[19], карбонилов белков [20], активность глутати-
онпероксидазы [21]. Определение концентрации 
общего белка в сыворотке крови проводилось 
биуретовым методом (использовалась коммерче-
ская тест-система фирмы «Анализ-Плюс» (Бела-
русь) в соответствии с инструкцией производи-
теля).
Образцы ткани печени немедленно замора-
живали в жидком азоте и хранили (-80°С) до ис-
пользования, не допуская преждевременного раз-
мораживания. Разморозка проводилась в ледяном 
физиологическом растворе. Подготовленные об-
разцы тканей измельчались на льду до состояния 
фарша и гомогенизировались в гомогенизаторе 
Поттера-Эльведжейма (тефлоновый пестик и сте-
клянная ступка, зазор – 0,2-0,3 мм). Соотноше-
ние ткань : буфер составляло 1:9 (масса:объём). 
Использовался 10 мМ Na-фосфатный буфер (рН 
7.0), содержавший коктейль ингибиторов проте-
аз (Sigma P8340). Гомогенат центрифугировался 
(20000g, 10 мин., 40С) для получения постмито-
хондриальной фракции тканей (цитозоль + микро-
сомы) [22]. Полученный супернатант помещали в 
микропробирки (Eppendorf) и хранили (-80°С) до 
использования, не допуская преждевременного 
размораживания. В полученных образцах опре-
деляли: концентрацию ТБК-активных продуктов, 
карбонилов белков, конечных продуктов окисле-
ния белков, активность глутатион-S-трансферазы 
[23], супероксиддисмутазы [24], а также концен-
трацию протеиновых сульфгидрильных (-SH) 
групп [25]. Концентрация белка в постмитохон-
дриальной фракции ткани печени определялась 
методом Лоури [26]. Расчёт активности фермен-
тов осуществлялся согласно [27].
Измерения оптической плотности и интен-
сивности флуоресценции выполнены на микро-
планшетном ридере Tecan Infi nite M200 (Tecan 
Ltd., Swiss) с использованием 96-луночных ми-
кропланшетов (SARSTEDT и Greiner Bio-One) 
c использованием специализированного про-
граммного обеспечения Tecan Magellan (v 6.6).
Анализ и обработка полученных данных 
проводились с использованием пакета программ 
Statistica 8 (Statsoft, USA). Для оценки различий 
между изучаемыми показателями эксперимен-
тальных групп использовались непараметриче-
ские методы. В случае сравнения двух независи-
мых групп применялся критерий Манна-Уитни, 
при сравнении трех независимых групп исполь-
Таблица 1 – Характеристика экспериментальных групп крыс
Экспериментальная 
группа Характеристика группы
Группа 1 – контрольная 
(n=5)
Здоровые животные, которым не проводили моделирование цирроза печени. 
Они использовались для определения «нормальных» показателей маркеров 
окислительного стресса и антиоксидантных механизмов и сравнения их с таковыми 
в других группах.
Группа 2 (n=5)
После развития цирроза печени токсическое воздействие прекращали, а затем 
крысам в течение 5 дней проводили ежедневное внутрибрюшинное введение 
стерильного изотонического физиологического раствора в количестве 1 мл. Крысы 
данной группы использовались как контрольная группа по отношению к группе 3.
Группа 3 (n=5)
После развития цирроза печени токсическое воздействие прекращали, а затем 
этим крысам в течение 5 дней проводили ежедневное внутрибрюшинное введение 
стерильного озонированного изотонического физиологического раствора (ОФР). 
Эта основная экспериментальная группа крыс использовалась для оценки влияния 
озонотерапии на показатели показателей маркеров окислительного стресса и 
антиоксидантных механизмов.
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зовался критерий Краскела-Уоллиса. Статистиче-
ски значимыми результаты считались при р<0,05. 
Результаты
Предложенная нами токсико-алиментарная 
модель поражения печени приводит к развитию 
цирроза печени к концу 8-ой недели экспери-
мента, что подтверждается гистологическими 
методами. Макроскопически печень увеличе-
на, мелкобугристая, уплотнена, край закруглен. 
Микроскопически наблюдался диффузный мел-
коочаговый некроз гепатоцитов с дискомплекса-
цией пластинчатого строения долек, а также вы-
раженный серозный отек и скопления пигмента 
липофусцина преимущественно вокруг сосудов. 
Отмечалось разрастание соединительной ткани 
септ, с формированием ложных долек, а также 
большое количество диффузно расположенных 
двухъядерных клеток (рис. 1).
Анализ маркеров окислительного стрес-
са и антиоксидантных механизмов при экспе-
риментальном циррозе печени. 
Медиана концентрации маркеров окисли-
тельного стресса в сыворотке крови крыс груп-
пы 1 составила: ТБК-активные продукты – 2,10 
(2,03-2,15) мкМ/г белка, конечные продукты 
окисления белков – 224,5 (205,2-248,48) нмоль/
мг белка, карбонилы белков – 1,14 (1,11-1,23) нм/
мг белка. В свою очередь, аналогичные показа-
тели сыворотки крови крыс группы 2 были сле-
дующими: ТБК-активные продукты – 6,63 (6,23-
7,11) мкМ/г белка, конечные продукты окисления 
белков – 741,9 (741,81-743,45) нмоль/мг белка, 
карбонилы белков – 5,25 (5,19-5,34) нм/мг белка. 
Медиана концентрации аналогичных пока-
зателей в образцах печени крыс группы 1 соста-
вила: ТБК-активные продукты – 2,01 (1,89-2,14) 
нмоль/мг белка, конечные продукты окисления 
белков – 7,12 (6,71-7,57) мкмоль/мг белка, кар-
бонилы белков – 1,82 (1,79-1,93) нмоль/мг белка. 
В свою очередь, данные показатели в образцах 
печени крыс группы 2 были следующими: ТБК-
активные продукты – 3,69 (3,56-3,81) нмоль/мг 
белка, конечные продукты окисления белков – 
12,96 (12,56-13,26) мкмоль/мг белка, карбонилы 
белков – 5,12 (4,86-5,34) нмоль/мг белка.
Таким образом, имело место статистиче-
ски значимое повышение уровня маркеров сво-
боднорадикальных окислительных процессов в 
сыворотке крови и в образцах печени (p=0,009 
для всех показателей) у крыс с циррозом печени 
(группа 2) по сравнению со здоровыми особями 
(группа 1). 
Медиана активности глутатионпероксида-
зы сыворотки крови у здоровых крыс (группа 1) 
составила 437,25 (431,17-463,13) Ед/л, а у крыс 
с циррозом печени (группа 2) – 266,33 (264,78-
278,23) Ед/л.
Медиана же активности антиоксидантных 
ферментов печени у крыс группы 1 составила: су-
пероксиддисмутаза – 3,65 (3,47-3,78) нмоль/мин/
мг белка, глутатион-S-трансфераза 21,15 (19,47-
22,34) нмоль/мг белка, протеиновые сульфги-
дрильные группы – 10,54 (10,23-11,36) нмоль/мг 
белка. У крыс группы 2 аналогичные показатели 
печени составили: супероксиддисмутаза – 1,62 
(1,59-1,67) нмоль/мин/мг белка, глутатион-S-
трансфераза 6,58 (5,69-7,67) нмоль/мг белка, про-
теиновые сульфгидрильные группы – 7,92 (7,45-
8,54) нмоль/мг белка.
Итак, в результате проведённых исследова-
ний отмечено статистически значимое снижение 
уровня активности антиоксидантных ферментов 
сыворотки крови и печени (p=0,009 для всех по-
казателей) у крыс с циррозом печени (группа 2) 
по сравнению со здоровыми особями (группа 1).
Анализ маркеров окислительного стрес-
са и антиоксидантных механизмов при экс-
периментальном циррозе печени после курса 
озонотерапии. 
Медиана концентрации показателей мар-
керов окислительного стресса в сыворотке крови 
крыс группы 3 составила: ТБК-активные продук-
Рисунок 1 – Микрофотография участка печени крысы 
в день окончания моделирования цирроза печени. 
Увеличение × 100.
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ты – 3,27 (3,12-3,45) мкМ/г белка, конечные про-
дукты окисления белков – 465,1 (456,22-480,90) 
нмоль/мг белка, карбонилы белков – 5,34 (4,89-
5,78) нм/мг белка. Медиана концентрации этих 
же маркеров в ткани печени крыс группы 3 соста-
вила: ТБК-активные продукты – 2,75 (2,67-2,87) 
нмоль/мг белка, конечные продукты окисления 
белков – 9,78 (9,45-10,34) мкмоль/мг белка (рис. 
2), карбонилы белков – 3,65 (3,52-4,25) нмоль/мг 
белка. 
Таким образом, у крыс группы 3 после кур-
са озонотерапии уровень маркеров свободнора-
дикальных окислительных процессов в сыворот-
ке крови и ткани печени статистически ниже, чем 
у крыс группы 2 (p=0,009) для всех показателей, 
кроме концентрации карбонилов белков в сыво-
ротке крови, где не было выявлено статистиче-
ской разницы (p=0,83) между двумя группами.
Медиана активности глутатионперок-
сидазы в сыворотки крови у крыс после курса 
озонотерапии составила 392,97 (390,32-393,19) 
Ед/л. В свою очередь, медиана активности анти-
оксидантных ферментов в ткани печени у крыс 
данной группы принимала следующие значения: 
супероксиддисмутаза – 2,25 (2,21-2,34) нмоль/
мин/мг белка, глутатион-S-трансфераза – 12,22 
(10,78-13,58) нмоль/мг белка (рисунок 3), про-
теиновые сульфгидрильные группы – 9,32 (9,14-
9,45) нмоль/мг белка. 
Таким образом, у крыс группы 3 уровень 
активности антиоксидантных ферментов сы-
воротки крови и печени выше, чем в группе 2 
(p=0,016 для концентрации протеиновых суль-
фгидрильных групп в ткани печени и p=0,009 для 
остальных показателей). 
При сравнении всех трех групп (критерий 
Краскела-Уоллиса) также выявлена статистиче-
ская разница как для маркеров свободноради-
кальных  процессов окисления (p=0,009 для кон-
центрации карбонилов белков в сыворотке крови, 
р=0,0019 для остальных показателей), так и мар-
керов антиоксидантных процессов (p=0,0025 для 
концентрации протеиновых сульфгидрильных 
групп в ткани печени, р=0,0019 для остальных 
показателей).
Обсуждение
Сравнительный анализ биохимических 
маркеров окислительного стресса и антиокси-
дантных процессов в сыворотке крови и печени 
здоровых крыс (группа 1) и крыс с циррозом пе-
чени (группа 2) показал, что при циррозе печени 
наблюдаются статистически значимое повыше-
ние маркеров окислительного стресса и сниже-
ние активности антиоксидантных ферментов 
(p=0,009). На основании этих данных можно су-
дить о роли оксидативного стресса в патогенезе 
цирроза печени и наблюдаемом при этом забо-
левании дисбалансе окислительных и антиокси-
дантных процессов в организме. 
После курса озонотерапии (группа 3) у 
крыс наблюдалось статистически значимое сни-
жение уровня маркеров окислительных про-
цессов для всех показателей (p=0,009), кроме 















Рисунок 2 – Статистическая характеристика групп в 
зависимости от концентрации конечных продуктов 
окисления белков в образцах печени крыс после 

















Рисунок 3 – Статистическая характеристика групп 
в зависимости от активности фермента глутатион-S-
трансферазы в ткани печени крыс после курса 
озонотерапии для группы 3.
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крови, где не выявлено статистической разницы 
(p=0,83), а также повышение активности антиок-
сидантных ферментов и маркеров некоторых не-
ферментативных антиоксидантных механизмов в 
сыворотке крови и печени (p=0,016 для концен-
трации протеиновых сульфгидрильных групп в 
ткани печени и p=0,009 для остальных показа-
телей) по сравнению с крысами группы 2. Это 
свидетельствует о положительном влиянии курса 
озонотерапии на тот дисбаланс окислительных и 
антиоксидантных процессов, который наблюда-
ется при циррозе печени. 
Заключение
При экспериментальном циррозе печени 
наблюдается статистически значимое повышение 
показателей окислительных процессов и сниже-
ние активности антиоксидантных ферментов по 
сравнению с нормальными показателями. 
Курс озонотерапии имеет положительное 
влияние на дисбаланс окислительных и антиок-
сидантных процессов, который наблюдается при 
циррозе печени, что феноменологически про-
является статистически значимым снижением 
уровня большинства исследованных маркеров 
окислительного стресса и повышением активно-
сти антиоксидантных ферментов.
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